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源 真 核 生 物 贾 第 虫 与 原 细菌 着 丝 粒 / 动 粒 
蛋白 的 免疫 印迹 检查 
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摘要 ”以 抗 人 着 丝 粒 蛋白 B 的 单 抗 和 多 抗 以 及 上 抽 CHO 细胞 动 粒 蛋 白 的 单 抗 对 源 真 核 生 
物 Carchezoa) HER RBs (Giardia lamblia) 和 分 曾 代 表 原 细菌 的 3 个 枝 的 3 种 原 细 菌 
(Halobacterium, Thermoplaoma, Sul fosphae reifus) 作 了 免疫 电 订 检 查 、 并 以 小 眼 虫 和 大 上 肠 
杆菌 作为 村 有 照 。 结 果 表 明 、3 种 原 细菌 都 呈 阳 性 反应 :; MARSA RAR EH, 
AR. SOARES. RER LOxtrrhrs》 等 单 细胞 后 真 核 生物 的 更 接近 于 原 细 菌 的 情况 。 这 
不 仅 从 一 个 新 的 方面 阁 真 核 细 胞 起 源 于 古代 的 原 细 菌 的 学 说 提 洪 了 新 的 佐证 、 而 且 从 着 华 粒 
/ 动 粒 看 白 方面 证 明了 源 真 楼 生物 机 第 虫 的 原始 性 。 本 工作 还 为 认识 着 经 粒 蛋白 B 和 动 粒 蛋 
白 的 起 源 和 演化 提供 了 线索 。 : 


d 


+ l ， 
关键 词 /着 丝 籼 人 动 粒 蛋白 的 起 源 和 演化 ,; 页 第 虫 ， 原 细菌 ， 免 疫 印 迹 
~ es ed Se ee 


著名 的 进化 生物 学 家 匹 尔 (Ernst Mayr) ERASE (EEE) ORR 
哲学 家 和 科学 家 Max Delbruck 的 一 句 话 ， 每 一 个 生物 有 机 体 都 携带 有 它们 祖先 在 过 去 
30 多 亿 年 中 所 获得 的 信息 (Mayr. 1992)， 现 存 的 一 团 生 命 结 构 形式 及 其 活动 机 理 都 是 生 
命 在 几 十 亿 年 的 发 展 过 程 中 所 获得 的 全 部 信息 的 具体 体现 。 真 楼 细胞 及 其 各 种 结构 和 生命 
活动 也 不 例外 ， 都 各 有 其 起 源 和 进化 的 历史 。 着 经 粒 是 真 核 生物 染色 体 上 一 个 特 化 的 区 
域 ， 在 有 丝 分 裂 过 程 中 它 支配 着 染色 体 的 分 离 与 分 配 。 为 了 能 更 深刻 她 认识 真 核 生 物 的 着 
丝 粒 结构 、 组 成 和 功能 ， 从 起 源 和 进化 的 角度 来 考察 着 丝 粒 是 十 分 必要 的 。 这 里 我 们 以 高 
等 生物 的 着 丝 粒 蛋 白 抗体 为 探 针 ， 对 已 知 的 最 原始 的 真 核 生 物 和 原核 生物 作 检查 ， 以 期 录 
找 着 缘 粒 蛋白 起 源 与 进化 的 线索 。 

源 真 楼 生物 ‘Archezoa》 是 近年 来 在 原生 生物 中 发 现 的 一 个 极为 特殊 的 类 群 。 它 们 
还 没有 获得 线粒体 和 典型 的 高 尔 基 氏 器 。 核 糖 作 仍 还 与 原核 生物 的 相似 ， 是 70S 型 (Cav- 
alier-Smith，1987，1989; Adam.、1991)， 是 目前 所 知 的 最 原始 的 真 核 生 物 类 群 。 目 前 已 
知 的 源 真 楼 生物 有 微 孢 子 虫 类 、 原 变形 虫 类 ‘(archamoebae， 和 包括 多 棱 巨 变形 上 忠 
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Pelomyxa 等 ) KWH h Æ (diplomonads， 和 包括 页 第 虫 等 )。 在 此 基础 上 ， 
Cavalier-Smith (1989) 提出 了 生物 的 八 界 分 类 系统 ， 把 真 核 生物 划分 为 源 真 核 生 物 和 后 
真 核 生 物 〈Metakaryota) 两 个 超 界 ， 后 者 包括 从 一 般 原 生生 物 起 的 所 有 典型 真 核 生物 。 

我 们 已 利用 免疫 印迹 技术 对 原生 动物 纤毛 虫 、 眼 虫 、 尖 尾 虫 (Oxyrrhis》 和 典型 涡 幅 
毛虫 的 着 经 粒 / 动 粒 蛋 白 进 行 了 检查 〈 吴 传 芬 等 ，1996a，1996b)。 本 文 所 报道 的 工作 是 
AERA (Giardia lamblia) 作为 源 真 核 生物 的 代表 进行 同样 的 检查 ， 并 与 三 大 枝 原 
细菌 (archaebacteria》 的 代表 进行 比较 。 目 前 已 有 相当 充分 的 多 方面 的 证 据 表 明 真 核 生 
物 是 起 源 于 古代 的 某 种 原 细 菌 〈( 李 请 炎 ，1989)。 国 际 上 对 于 源 真 核 生物 和 原 细菌 的 有 关 
蛋白 迄今 尚 无 娃 何 报道 。 本 工作 表明 3 种 原 细菌 都 已 经 有 了 有 关 的 蛋白 ， 而 且 与 其 他 原生 
生物 相 比 ， 贾 第 虫 的 着 丝 粒 / 动 粒 蛋白 是 最 接近 于 原 细菌 的 有 关 和 蛋白 的 。 

蓝 氏 机 第 虫 生活 在 人 的 肠 道 中 ， 象 所 有 的 驱 泣 虫 类 一 样 ， 身 体 两 人 出 对 称 ， 有 8 RAE 
与 左右 两 个 彼此 相同 的 细胞 核 。 蓝 氏 贾 第 虫 的 楼 很 小 ， 长 约 1 xm， 宽 约 0.7 一 0.9 4m, F 
0.3—0.5 um. 


1 材料 与 方法 


本 工作 所 用 的 蓝 氏 责 第 虫 虫 种 为 卢 思 奇 在 国内 分 离 并 培养 成 功 。 实 验 所 用 的 蓝 氏 贾 第 
虫 材料 为 首都 医科 大 学 寄生 虫 学 教研 室 提供 。 作 对 有 照 用 的 小 眼 虫 《Eusgienra gracilis) 虫 种 
为 北京 大 学 陈 阅 增 教 授 惠 赠 。 

JR AA BAER HF Halobacterium dachaidanensis) 为 中 国 科 学 院 微 生物 所 田 新 玉 先 生 等 
分 离 培养 成 功 〈 王 大 了 珍 等 、1984) HR Re. BA HER Bi ( Sul fsphaerellus 
thermoacidophilum) A PHASER DER SAAD BKK (SMS Ss. 1982) 
并 提供 菌 种 。 热 原 质 体 ( Thermoplasma acidophilum) 其 种 为 美国 马 萨 诸 骞 大 学 Dennis 
G. Searcy 教授 惠 赠 。 作 对 照 用 的 真 细菌 大 肠 杆 菌 为 云南 师范 大 学 生命 科学 系 所 赠 。 

蛋白 电 访 与 免疫 印迹 是 依照 我 们 多 方 改 进 过 的 方 靶 ( 吴 传 萎 等 ，1996b)， 其 要 点 如 下 : 

(1) SDS-PAGE SDS-PAGE 以 Laemmli 的 方法 (Towbin 等 ，1979) 为 基础 作 以 
下 修改 ; DRAB BERRA 3%， 分 离 胺 用 SAE 12%, 15% RM 20% 的 线性 梯度 胶 ， 视 分 离 
的 组 分 而 定 。 有 样品 用 Laemmli 的 样品 液 裂解 后 ， 再 加 人 道 量 的 国体 SDS， 沸 浴 加 热处理 
10 min 以 上 ， 视 样品 体积 而 定 。 隔 孔 上 样 ， 以 免 样 品 互相 由 孔 ， 保 证 转移 的 淮 确 性 , 忆 
电 谅 时 用 眼 虫 色素 作为 示 踪 剂 ， 以 其 后 绿 走 到 胶 板 底线 为 终止 电文 的 标准 。 

(2) 转 称 和 印迹 以 Towbin SA (1979) 的 方法 为 基础 作 下 列 改 动 : 全 转移 用 
200 mA 恒 流 18 h 左右 ， 用 自来水 流水 浴 冷 却 转 移 模 。 写 转移 后 的 膜 作 除 SDS 2H, DH 
A. til. SRR AC kA RET, BRR ARS TBS. TTBS 均 事 先 预 冷 再 用 被 。 

本 工作 中 具体 所 用 的 抗体 ， 

mACA-2 是 抗 人 的 着 丝 粒 蛋 白 B (CENP-B》 和 氨基 末端 的 单 克 隆 抗体 ; ra-ACA 
-2 是 抗 人 着 丝 粒 蛋白 B 的 多 克隆 抗体 mACA -2 和 ra~ACA-2 均 为 美国 Johns Hopkins 
医学 院 Wiliam C. Earnshaw #3. mAb37AS BE CHO 细胞 动 粒 蛋 白 的 单 抗 ， 由 
MERK Laval KEMENA HO Ronald Hancock 教授 惠 赠 。 

FITC 标记 的 羊 抗 人 IgG 或 后 根 过 氧化 物 酶 标记 的 羊 抗 人 IgG, ik IgG 和 羊 抗 
A IgG 均 为 北京 生物 制品 研究 所 和 中 国 军事 医学 科学 院 产 品 。 
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2 结果 


21 AHA SAREA B 的 单 抗 mACA-2 作 免 疫 印迹 检查 所 得 到 的 结果 

以 m-ACA-2 作 和 免疫 印迹 检查 ， 四 膜 虫 、 服 虫 、 尖 尾 虫 和 上 典型 涡 牙 毛虫 都 有 1 条 分 
子 量 80 kD 的 主 带 和 两 条 分 子 量 较 大 的 弱 反 应 带 ( 吴 传 芬 等 ，1996a,，1996b，1996c); 
HEARE 1 条 80 kD 的 反应 带 ， 而 没有 另外 两 条 带 (ALD. 3 种 原 细 菌 和 大 肠 杆 苦 
则 都 没有 反应 带 (图 2 一 5)。 





图 1 抗 CENP-B 单 抗 mACA-2 的 印迹 结果 图 2 抗 CENP-B 单 抗 mACA-2 的 印迹 结果 
Fig.l The results of immuno-blotting detec- Fig.2 The resulis of immuno—blotting detec- 
tion by monoclonal antibody, mACA tion by monoclonal antibody, mACA 
—2, against CENP-B -2, against CENP-B 
a. 页 第 虫 样品 Gardia) a. HF BCH. dachaidanensisy b. hih ARERR CE. 
b. JAIRE (E. gracilisl。 gracilis), c. 标 谁 分 子 量 蛋白 (standard proteins for 


identifying molecular weights). 





图 3 $i CENP-B M4 ft mACA-2 的 印迹 结 图 4 i CENP-B #£t mACA-2 的 印迹 结果 


Fig,3 The results of immuno-blotting detec- Fig.4 The resulis of immuno-—bloiting detec- 
tion by monoclonal antibody, mACA tion by monoclonal antibody, mACA 
—2, against CENP-B -2, against CENP-B 


a. RO PRR ER N FERS. chermoacidophitum): b. “ER a 热 原 质 体 样 品 {T. acidophilunds b. AB ERE 
HÆRE. graces) c $45 +t BA (standard pro- gracilis c. $m 4E 47 T & HB A (standard porteins for 
teins for identifying molecular weights}, idenufying molecular weights). 
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22 ”以 抗 人 着 丝 粒 蛋白 B 的 多 抗 ra—ACA—2 进行 免疫 印迹 检验 所 得 到 的 结果 

用 ra-ACA-2 fe t232. POR. IRA, RRS MERAY 
50 kD, 60 kD fl 80 kD fy 3 RAR CREA, 1996a, 1996b. 1996); 栅 第 虫 则 只 有 分 子 
& 80 kD 的 带 和 分 子 量 60 kD 左右 的 带 ， 而 没有 50 kD 的 带 (图 6)。3 种 原 细 菌 彼 此 一 
致 ， 也 都 只 有 80 kD AH 60 kD 的 两 条 带 ， 从 而 与 贾 第 虫 的 情况 相似 。 大 上 肠 杆菌 则 有 1 
条 kD 的 带 和 两 条 80 kD 左右 的 带 (图 9)。 





图 5 $i CENP-B 单 抗 
mACA—2 的 印迹 结果 

Fig.5 The results of immuno- 

blotting detection by monocl— 

onal antibody, mACA-2. aga - 

inst CENP-B 

a. 友 肠 杆菌 样品 {5. scherichia co 一 

hh 

b. 小 眼 虫 冬 品 (后 gracilis}. 






图 8 抗 CENP-B 多 抗 
ra-ACA—2 的 印迹 结果 
Fig.8 The results of tmmuno~ 
blotting detection by polycl- 
onal antibody, ra-ACA--2, 
against CENP-b 
a. $46 > fF BA (standard pro- 
teins for identifying molecular 
weightshs b, "ij ARPA TEER BG Han S. 
thermoacidoa phifum). 






6 TE 

图 6 pi CENP-B £H 
ra-ACA-2 的 印迹 结果 

Fig.6 The results of immuno- 
blotting detection by polycl— 
onal antibody, ra-ACA~2, 
against CENP~b 
a. TW tEn Gardia)s 
b. thE a HRARCE. graces}. 


ER 

图 9 pi CENP-B # 

ra-ACA-2 的 印迹 结果 
Fig.? The results of immuno- 
blotting detection by polycl— 
onal antibody, ra-ACA-2, 
against CENP-b 
a 太 肠 杆菌 样品 LE. scherichia co 一 
fis b pR. grecitts). 








For . fg 

图 7 抗 CENP-B 多 抗 
ta~ACA-—2 的 印迹 结果 

Fig.7 The results of immuno- 
blotting detection by polycl— 
onal antibody, ra~ACA~2, 
against CENP—b 
a. MED T E BH A (standard pro- 
teins for identifying molecular 
weights}} b. 起 杆菌 样品 IH. da— 


chaidanensis), 





图 10 抗 动 粒 和 蛋白 单 抗 mmA 
b37A5 的 印迹 结果 

Fig.10 The results of 
immuno~blotting detection by 
monoclonal antibody, mAb37 
A5. against kinetochore pro- 
tein 

a. WP BH Gardiah b. DARA 
HRE. graciiisl. 
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2.3 以 抗 CHO 细胞 动 粒 蛋白 的 单 抗 mAb37A5 作 检验 所 得 到 的 结果 
ae z 





| ' 
图 11 抗 动 粒 蛋 白 单 抗 mAb37A5S 单 抗 的 印迹 
结果 
Fig.11 The results of tmmuno—blotting de- 
tection by monoclonal antibody, 
mAb37A5, against kinetochore pro- 
tein 
a Ne PS ER BG HERS. thermocidophilum): b. $r 
#24) T EE Alstandard proteins for identifying mo- 
lecular weights), 


WIM 
nite 


BIETIITHH 





图 13 ” 抗 动 粕 蛋白 单 抗 mAb37A5s 单 抗 的 印迹 
结果 
Fig.13 The results of immuno~blotting de- 
tection by monoclonal antibody, 
mAb37AS, against kineto chore pro- 
tein 
a 热 原 质 体 样品 (T. acidophilund) b 标准 分 子 量 
& Ä (standard proteins for identifying molecular 
weights). 





12, cr cage 
图 12 抗 动 粒 蛋白 单 抗 mAb37A5 单 抗 的 印迹 
结果 


Fig.12 The results of immuno—blotting de- 
tection by monoclonal antibody, 
mAb37AS5, against kineto chore pro- 
tein 

a ER GEE dn dachaidanensis): b. 标 礁 分 子 量 蛋 白 

lstandard proteins for identifying molecular 

weights). 





图 14 抗 动 粒 蛋白 单 抗 mAb37A5 单 抗 的 印迹 
结果 
Fig.14 The results of immuno~blotting de- 
tection by monoclonal antibody, 
mAb37A5., against kineto chore pro- 
tein 
a. Ab + H +E LE. scherichia cof): 盐 杆菌 样品 
LH. dachaidanensis) b ER RECALL. gracilis), 


以 mAb37A5 作 检 验 所 得 到 的 结果 是 特别 有 意思 的。 四 膜 虫 只 有 分 子 量 约 120 kD 的 
1 条 反应 带 CRASH, 19960); 眼 虫 和 尖 尾 虫 则 有 120 kD 和 45 kD MMA (REA 
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Æ, 1996b, 1996c); 3h RHE h MER 45 kD 和 120 kD 的 两 条 带 外 ， 还 有 1 条 约 
50 kD A (EHS, 1996c) (Œ 10. 3 种 原 细 菌 则 全 都 有 45 kD 和 SOLD 的 两 条 
带 ， 此 外 还 有 1 条 真 核 生物 所 没有 的 40 kD 左右 的 带 (图 11 一 13〉( 热 原 质 体 此 外 还 有 
35 kD 的 1 条 )}。 大 肠 杆菌 则 任何 反应 带 也 没有 (图 14)。 这 些 结 果 清 楚 地 显 出 进化 的 线 
索 。 
3 讨论 

早已 有 太 量 的 多 方面 的 分 子 生物 学 证 据 表 明 真 核 生 物 是 起 源 于 古代 的 茶 种 原 细菌 ， 而 
决 不 是 来 自 于 真 细 菌 (FHR, 1989), M 90 年 代 在 产 甲烷 原 细菌 中 找到 了 * 组 蛋白 相关 
EÁ” Chistone-related protei 来 看 ， 真 核 生 物 最 早 应 该 是 来 自 于 十 代 的 一 种 产 甲烷 细 
菌 ， 极 可 能 是 一 种 产 甲 烷 球菌 (Methanococcus) (Li Jing-yan，1995)。 本 工作 从 着 丝 粒 
/ 动 粒 蛋白 的 检查 上 为 真 核 细胞 起 源 于 古代 的 原 细 菌 的 学 说 提供 了 又 一 个 方面 的 新 证 据 ， 
首次 指出 各 大 类 原 细菌 也 都 含有 与 真 核 生物 的 着 丝 粒 / 动 粒 蛋白 相关 的 蛋白 质 。 

在 现存 的 真 核 生物 中 间 ， 源 真 核 生物 是 最 原始 的 ， 特 别 是 机 第 虫 《李靖 火 ，1996)。 
本 工作 从 着 丝 粒 / 动 粒 蛋白 的 检查 上 也 显示 出 了 源 真 核 生物 机 第 虫 的 原始 性 ， 因 为 与 纤毛 
虫 、 眼 虫 、 涡 闫 毛虫 相 比 ， 贾 第 虫 最 接近 于 原 细 菌 类 的 相关 蛋白 ， 恰 好 是 从 原 细菌 到 典型 


真 核 生物 的 一 个 中 间 过 渡 ( 表 1)。 
21 页 第 虫 和 其 他 几 种 原生 生物 以 及 原 细 茄 的 着 些 粒 / 动 粒 蛋白 的 免疫 电泳 结果 
Tab.1 Western blotting of centromere / kinetochore proteins of portists and archaebactaria 


抗体 
抗原 (kD} mACA-2 ra~ACA-2 mAb37A5 

材料 

Human Hep- I cell 80. 120 50, 60, 80 140, 160 
Protozoa 

Tetrahymena thermophila 80. 120 50, 60, BO 120 
Euglena gracilis 80. 120 50, 60, 80 45 120 

Oxyrrhis marina 80, 120 50, 60, BO 45 120 

Cryptothecodinium cohnii 80. 120 50. 60, BO 45, 50, 120 
Archezoa 

Giardia lamblia &0 60, 380 45, 50, 120 
Archaebactna 

Halobacterium dachaidanensis 60, 30 40, 45, 50 

Theemoplasma acidophilum 60, 80 40, 45, 50 

Sul jos phaerelius thermoacido phifum 60, 380 40, 45, 50 


从 我 们 所 得 到 的 结果 看 ， 着 丝 粒 蛋白 B 是 极其 保守 的 。 早 在 真 细菌 从 古代 的 原 细菌 
分 歧 出 来 以 前 ， 着 丝 粒 蛋白 B 就 已 经 有 分 子 量 约 60 kD 和 约 80 kD 的 两 种 形式 。 这 两 种 
形式 一 直 延 续 到 今天 的 真 细菌 和 原 细菌 。 在 真 核 生 物 从 其 原 细菌 祖先 演化 而 来 的 过 程 中 ， 
又 产生 了 分 子 量 约 50 kD 的 第 3 种 形式 。 将 来 弄 清 楚 了 这 3 种 蛋白 的 一 级 结构 以 后 ， 当 
可 知道 50 kD 的 种 类 究竟 是 来 自 两 种 原始 形式 中 的 哪 一 种 。 单 抗 mACA-2 所 识别 的 是 着 
丝 粒 蛋 白 B 氨基 端的 一 种 基 团 ， 这 种 基 团 是 原 细菌 和 真 细菌 的 相关 蛋白 都 没有 的 ， 真 核 
生物 中 约 50 kD 和 60 kD 的 种 类 也 都 设 有 ， 是 80 kD 的 种 类 在 真 核 细胞 的 起 源 过 程 中 方 
才 得 到 的 。 至 于 后 真 核 生物 体内 也 对 mACA-2 作 反应 的 高 分 子 量 蛋 白 ， 很 可 能 与 着 丝 粒 
蛋白 实际 上 没有 关系 ， 只 是 有 相似 的 基 团 而 已 ， 因 为 它 儿 并 不 对 多 抗 ra-ACA-2 起 反 
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以 单 抗 mAb37A5 所 作 的 检查 清楚 地 显示 出 动 粒 蛋白 的 进化 线索 。 真 细菌 类 是 原来 就 
没有 这 类 蛋白 ， 还 是 后 来 失去 了 它们 ， 现 在 还 不 清楚 。 可 为 这 种 单 抗 所 识别 的 动 粒 蛋 白 ， 
在 几 大 类 原 细菌 体内 都 只 有 几 种 低 分 子 量 的 形式 。 其 中 分 子 量 约 40 kD 的 1 PERA 
生物 从 其 原 细菌 祖先 进化 形成 的 过 程 中 就 已 经 失去 ， 但 源 真 核 生 物 却 在 此 过 程 中 获得 了 分 
子 量 约 120 kD 的 1 种 。 符 弄 清 楚 了 两 者 的 一 级 结构 以 后 ， 就 可 知道 120 kD 的 种 类 是 否 
来 自 于 40 kD 的 种 类 。 原 细菌 体内 的 45 kD 和 50 kD 的 两 种 在 源 真 核 生 物 都 仍 保 留 着 。 
但 是 进化 到 眼 虫 和 央 尾 虫 的 高 度 时 ，50 kD 的 种 类 即 消 失 ; 进化 到 纤毛 虫 的 高 度 时 ， 
45 kD 的 种 类 已 不 再 存在 ， 而 只 留 下 120 kD 的 种 类 。 高 等 动物 体内 的 高 分 子 量 的 动 粒 蛋 
白 也 许 是 来 自 于 120 kD 的 种 类 ;但 这 有 待 将 来 作 较 识 入 的 研究 才能 知道 ， 因 为 高 等 动物 
并 非 来 自 于 纤毛 虫 。 
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Abstract 


To understand the structure and function of the centromere / kinetochore thoroughly, 
we need information on its origin and evolution, since every living organization has its own 
origin and evolutionary history. We analyzed the protein components of the 
centromere / kinetochore in one archezoa, three archeabacteria and one eubacterium by west- 
ern blotting with the human centromere protein B (CENP-B) monoclonal antibody, 
mACA~2, which recognizes the amino end region of human CENP-B; CENP-B polyclonal 
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antibody ra-ACA-2; and mAb37A5. a monoclonal antibody against a peptide of the 
kinetochore in CHO cells. 

Giardia lamblia was used as a representative of archezoa, which possess no mitochondria 
and has 70S prokaryotic ribosomes and therefore is considered the most primitive eukaryotic 
cell. Three archeabacteria, Halobacterium dachaidenesis sp. nov. F3, Sul fs phaereltus 
thermoacidophitum S—5, and Thermoplasma acidophilum were used as the representatives of 
each existing group of archeabacteria—methanogenous—halophilic group, sulfur—dependent 
thermophilic group and thermuoplasma group respectively. E. coli was used the representative 
of eubacteria. 

On western blots using the CENP-B monoclonal antibody, mACA—2, Giardia lamblia re- 
acted an 80 kD band that is similar to one of the three bands tound in other protists such as 
Euglena gracilis and Oxyrris marina (Wu et al.. 1996c). Three archeabacteria and E. coli gave 
negative response to mACA—2 antibody. 

The CENP-B polyclonal antibody, ra-ACA~2, recognized similar 60 kD and 30 kD ‘ 
bands in Giardia lamblia and the three archeabacteria. The other protists tested also exhibited 
the two bands, and an additional 50 kD band (Wu et al., 1995a—c). The reference E. coli 
gave 60 kD band and two bands about 80 kD which were different from those of either 
archeabacteria or giardia. 

Western blots of G. /amblia’s extracts using the kinetochore protein monoclonal 
antibody, mAb37AS, Giardia lamblia gave 45 kD, 50 kD and 120 kD bands, of which the 
45 kD and 120 kD bands were also found in other tested protists (Wu ef al., 1994). Two 
archeabacteria, Halobacterium and Suifosphaerellus, produced 40 kD, 45 kD, and 50 kD 
bands. Another archeabacterium Thermoplasma gave a 35 kD band besides those three. 
Eubacterium Æ. coti did not give any positive response. From the results, we can suggest a 
evolutionary line of mAb37A5 antigen from archeabacteria to protists: Thermoplasma, 
35 kD, 40 kD, 45 kD and 50 kD; Halobacterium and Sul fsphereilus, 40 kD, 45 kD and 50 
kD; Giardia, 45 kD, 50 kD and 120 kD; Euglena and Oxirris, 45 kD and 120 kD (Wu er al., 
1994). 

Our results support the hypothesis that the eukaryotic cell evoloved from an ancient 
archeabacterium .and the nucleus of Giardia is indeed one of the most primitive of the 
eukaryotic nucleus. Therefore it is in the intermediate position betwen archeabacteria and 
eukaryotic cells. Our results suggest that although the centromere / kinetochore is a character- 
istic structure peculiar to eukaryotic cells, its protein molecular ancestors originated in the 
archeabacterial ancestor of dukaryotic cells. The differentiation of CENP-—B’s N-terminal 
structure most have occured after the archeabacterial stage. 
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